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Lipopolysaccharide로 유도된 HT-29 세포주의 염증에서 
Lactobacillus rhamnosus GG의 항염증 작용과 기전
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Anti-inflammatory Mechanism of Lactobacillus rhamnosus GG in Lipopolysaccharide- 
stimulated HT-29 Cell
Sang Kil Lee, Kyung Min Yang, Jae Hee Cheon, Tae Il Kim and Won Ho Kim
Department of Internal Medicine, Institute of Gastroenterology, Yonsei University College of Medicine, Seoul, Korea
Background/Aims: Probiotics are live non-pathogenic organisms that belong to the resident microflora, and confer health benefits 
by multiple mechanisms. Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) is one of the probiotic bacteria that ameliorates intestinal injury 
and inflammation caused by various stimuli. We aimed to evaluate the anti-inflammatory effect and mechanism of LGG in 
lipopolysaccharide (LPS)-stimulated HT-29 cells.
Methods: HT-29 cells were stimulated with interleukin (IL)-1β (2 ng/mL), tumor necrosis factor (TNF)-α (20 ng/mL), and LPS 
(20 μg/mL) in the presence or absence of LGG (107-109 colony forming units/mL). Production of the pro-inflammatory chemokine 
IL-8 was measured by ELISA and semi-quantitative PCR. Transcriptional activity of NF-κB-responsive gene was evaluated by 
luciferase assay with reporter gene. Toll-like receptor 4 (TLR4) mRNA expression was assessed by semi-quantitative PCR. The 
IκBα degradation was evaluated by western blot and intranuclear translocation of NF-κB was determined by western blot 
and immunofluorescence.
Results: LGG did not affect the viability of HT-29 cells. Pretreatment of HT-29 cells with LGG significantly blocked TNF-α, 
and LPS induced IL-8 activation at both mRNA and protein level (p＜0.05). Pretreatment of HT-29 cells with LGG attenuated 
LPS-induced NF-κB nuclear translocation and also blocked LPS-induced IκBα degradation. LGG also down-regulated TLR4 mRNA 
activated by LPS.
Conclusions: LGG attenuates LPS induced inflammation, and this may be associated with TLR4/NF-κB down-regulation. (Korean 
J Gastroenterol 2012;60:86-93)
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서    론
프로바이오틱(probiotic)은 사용하였을 때에 인간에게 좋은 
영향을 미치는 미생물로 다양한 종류들이 실제로 사용되고 있
다.1 대장 질환에서 프로바이오틱은 다양한 효능을 가질 수 
있는데, 이는 프로바이오틱이 인공적인 부산물이 아니라 천연
물이고 또한 직접, 간접적으로 많은 질환의 원인이 되는 상재
균들을 조절할 수 있다는 점 때문이다.2 장내에서의 보고된 
프로바이오틱의 작용기전으로는 직접 혹은 간접적으로 병원
균의 성장을 방해하거나,3-5 점막장벽의 기능을 강화시켜서 병
원균이 침투하지 못하게 하거나,6 장상피세포나 점막연관 림
프조직의 면역기능을 조절하는 것이다.7,8
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Lactobacillus rhamnosus GG (LGG)는 요구르트의 형태
로 오래 전부터 식품으로 사용되어 왔다. 임상적으로는 소아
에서의 설사, 여행자 설사, 항생제 연관 설사 등에 이미 효과
가 알려져 널리 사용되고 있고, 궤양성 대장염의 관해를 유지
시키는 데에도 효과가 보고되었다.9,10 더불어 염증성 장질환
증 동물 모델에서도 LGG의 항염증 효과가 보고되고 있어 염
증성 장질환의 치료관점에서 LGG가 많은 관심을 받고 있
다.11 그러나 최근의 프로바이오틱의 궤양성 대장염의 관해 유
지에 대한 임상연구를 메타분석한 결과에 의하면 아직까지도 
효능에 대해서 확신하기는 어렵다고 결론내리고 있다.12 따라
서 LGG를 비롯한 프로바이오틱의 치료효과와 기전에 대한 
더 많은 연구가 필요하다. 
박테리아의 Lipopolysaccharide (LPS)는 그램 음성 박테
리아(gram-negative bacteria)의 주요한 표면 요소로 toll- 
like receptor 4 (TLR4)에 의해 인지되고 장내 환경에서 주요
한 염증 원인으로 작용한다.13 TLR4를 통한 염증반응의 과정
은 완전히 알려져 있지는 않지만 전사 인자인 NF-κB 조절회
로에 관여하는 것으로 알려져 있는데, 이를 통해서 미생물 살
해 시스템의 변화, 염증성 사이토카인과 키모카인의 생산과 
분비, 효과적인 T 세포 활성화에 필수적인 보조 수용체 발현
의 향상과 아라키돈산(arachidonic acid) 신진 대사물질의 생
산 증가를 유도한다.14 이러한 TLR4를 통한 선천 면역(innate 
immunity)은 감염에 대한 숙주 보호에 절대적으로 필수적이
지만, 조절이 되지 않을 때는 염증성 질환의 원인이 되기도 
한다.15 실제로 크론병이나 궤양성 대장염에서 조절되지 않는 
TLR4를 통한 염증반응이 중요한 기전으로 인정되고 있다.13 
현재까지 프로바이오틱과 여러 종류의 TLR의 발현의 연관성
에 관한 연구는 진행이 되었으나 이를 통한 작용 기전에 관한 
연구는 제한적이다.
이번 연구는 LGG로 전처치된 장상피세포주에서 매개체 
유도성 염증반응이 감소되는지와 LPS 자극에 의한 TLR/NF-κB 
경로가 억제되는지를 확인하고자 하였다. 
대상 및 방법
1. 대상 세포와 실험 약물
대장암 세포주인 HT-29 (ATCC HTB 38)과 SW480 
(ATCC CCL 228)은 American Type Culture Collection 
(Rockville, MD, USA)으로부터 구입하였으며, 각각 100 
IU/mL penicillin, 100 μg/mL streptomycin 및 10% 우태아
혈청이 포함된 McCoy’s 5A 배지(Gibco-BRL, Gaithers-
burg, MD, USA)와 RPMI 배지(Gibco-BRL)를 이용하여 5% 
CO2, 37
oC 조건에서 배양하였다. 모든 실험은 HT-29 세포를 
1×104/well의 농도로 6 well plate (Coster, Cambridge, 
MA, USA)에 도포한 후 24시간 뒤에 시행하였다. HT-29 세
포의 유전자 발현에 미치는 영향을 분석하기 위하여 tumor 
necrosis factor-α (TNF-α; Sigma Chemical Co., St. Louis, 
MO, USA) 20 ng/mL, interleukin-1β (IL-1β; Sigma) 2 
ng/mL, Escherichia coli (serotype 0111: B4)의 LPS 
(Sigma) 20 μg/mL를 각각 4시간 처리한 후 세포와 상층액을 
회수하였다.
2. LGG의 처리
이번 실험에 사용된 Lactobacillus strains은 LGG (ATCC 
53103)로서 Man-Rogosa-Sharpe (MRS) broth (Difco Labo-
ratories, Detroit, MI, USA)에 부유시킨 후에, MRS agar 
plate에 접종해서 5% CO2, 37oC 조건에서 배양하였다. MRS 
agar plate에서 배양된 각각의 colony들은 다시 10 mL의 
MRS broth로 옮겨져 15시간 배양하였다. 이후에 600 nm의 
파장에서 분광광도계(UV 1601; Shimadzu, Kyoto, Japan)를 
이용하여 세균수를 측정하였다. LGG를 MRS broth로부터 분
리하기 위해서 원심분리(3,000 rpm, 15분)한 후에 세척하고 
항생제가 포함되지 않은 10 mL의 McCoy’s 5A 배지에 풀었
다. LGG의 생균은 HT-29 세포에 배양액 당 107, 108과 109 
colony forming units (CFU)의 농도로 처리하였다. LGG는 
다른 세균감염이 있는지를 관찰하기 위해서 분리 후에 일부를 
MRS broth와 agar plate에 계속 배양하였다.
3. MTT assay
LGG가 HT-29 세포의 생존율에 미치는 영향을 알아보기 
위해서 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-diphenyl-tetrazo-
lium bromide assay (MTT assay)를 시행하였다. 1×104/ 
well 농도로 HT-29 세포를 분주하여 24시간 배양한 후 LGG
를 배양액당 105, 106, 107, 108, 109과 1010 CFU의 농도로 
처리하였다. 배양액을 제거한 후 50 μL의 MTT 용액(2 μg/mL)
을 첨가하여 4시간 동안 배양하였다. 상층액을 제거하고 50 
μL의 dimethyl sulfoxide를 첨가한 후 10분간 진탕하고 570 
nm에서의 optical density를 측정하였다.
4. IL-8에 대한 enzyme-linked immunosorbent assay 
(ELISA)
IL-8 단백질은 R&D Systems사(Minneapolis, MN, USA)
에서 구입한 ELISA kit를 이용하여 450 nm 파장에서 ELISA 
reader (Gibco-BRL)로 측정하였다.
5. Semi-quantitative polymerase chain reaction (PCR)
Trizol reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)을 이용
하여 HT-29 세포로부터 RNA를 추출하였다. cDNA 합성을 
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Fig. 1. Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) did not affect the viability of HT-29 cell. HT-29 cells were seeded at the density of 1×104 cells/well
in 6-well plates and maintained in the medium with 10% FBS for 24 hours. (A) LGG were added to the HT-29 cell culture wells at the appropriated
dilution to reach a final concentration of 105, 106, 107, 108, 109, and 1010 colony forming units (CFU) per mL of the incubation medium without
antibiotics. After 4 hours incubation, cell viability was determined by MTT assay. (B) The 109 CFU/mL concentration of LGG were added to HT-29
cell culture well and incubated with various time intervals (6, 12, 18, and 24 hours). Data are the mean of triplicate assays and represent the
relative viability compared to untreated controls.
위해서 1 μg의 RNA에 10 mM dithiothreitol, 50 mM 
Tris-HCl (pH 8.3), 75 mM KCl, 3 mM MgCl2, 1 μM 
dNTPs, 10 U RNase inhibitor, random primer (0.05 μM)
와 200 U Superscript II reverse transcriptase (Invitro-
gen)를 첨가하여 반응시켰다. PCR은 1 μg c-DNA와, 2.5 
mM dNTP, 1×PCR buffer, 10 pmol primer, 그리고 1.5 U 
Ex Taq Polymerase (TaKaRa Bio Inc., Shiga, Japan)를 이
용하였고 95oC에서 5분, 58oC에서 45초와 72oC에서 1분의 
조건으로 총 32-38회의 증폭을 시행하였다. PCR 반응의 확인
을 위해 PCR 산물 10 μL를 2% agarose gel을 이용하여 전기
영동하였으며 ethidium bromide로 염색하였다. 각 샘플의 
RT-PCR 산물은 동일한 샘플이 나타내는 GAPDH 유전자의 
PCR 산물의 농도를 이용하여 densitometry (Raytest, Strau-
benhardt, Germany)를 이용해서 보정한 후에 분석하였다 사
용된 primer는 다음과 같다; [human TLR4 (438 bp), 5′- 
TGTCCCTGAACCCTATGAAC-3′sense, 5′-GCCTTTTGA-
GAGATTTGAGT-3′ anti-sense; IL-8 (965 bp), 5′-CTCTC-
TTGGCAGCCTTCC-3′sense, 5′-CTCAATCACTCTCAGT-
TCTTTG-3′ anti-sense; and GAPDH (200 bp), 5′-TCTA-
GACGGCAGGTCAGGTC-3′ sense, 5′-ACCCAGAAGAC-
TGTGGATGG-3′ anti-sense].
6. NF-κB luciferase 분석
LGG의 NF-κB 전사에 대한 영향을 보기 위해서 SW480 
세포를 NF-κB binding site를 포함한 HIV-1 long-terminal 
repeat luciferase construct와 보정을 위해서 pCMV-β-gal 
plasmid를 transient transfection시켰다. Transfection은 
LipofectAMINE PLUS reagent (Life Technologies, Carls-
bad, CA, USA)를 이용하였다. 모든 transfection은 6 well 
plate에서 70% confluence 상태에서 시행하였다. Transfec-
tion 24시간 이후에 LGG를 1시간 전처치하고 LPS 20 
μg/mL를 4시간 처리 후에 firefly luciferase 활성도를 luci-
ferase reporter assay system (Promega, Madison, WI, 
USA)를 이용해서 측정하였다. β-galactosidase enzyme as-
say system (Promega)을 이용해 β-galactosidase 활성도를 
측정한 후 luciferase 활성도를 보정하였다. 
7. 세포분획과 Western blot
세포질과 핵을 분획해서 단백질을 얻기 위해서 HT-29 세
포를 plate로부터 trypsin을 이용해 분리한 후에 100 μL의 
hypotonic buffer A (10 mM HEPES, pH 7.9, 2.0 mM KCl, 
3 mM MgCl2, 1 mM DTT, 0.5% NP-40, 5% glycerol)와 
inhibitors (1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 1 μg/mL 
leupeptin, 1 μg/mL aprotinin)를 처리하고 얼음에서 10분 
반응시키고 원심분리(3,500 rpm, 5분, 4oC)를 이용해서 핵과 
세포질 분획을 분리하였다. 핵은 buffer B (10 mM HEPES, 
pH 7.9, 20 mM KCl, 3 mM MgCl2, 1 mM DTT), buffer 
C (20 mM HEPES, pH 7.9, 0.4 mM NaCl, 1 mM EDTA, 
3 mM MgCl2, 1 mM DTT, 25% glycerol)와 inhibitor를 처
리한 후에 원심분리(14,000 rpm, 10 min, 4oC)하여 상층액을 
취하였다. Whole cell lysates를 위해서는 50 mM pH 7.4, 
150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 5 mM MgCl2, 
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Fig. 2. Attenuation of tumor necrosis factor (TNF)-α, interleukin 
(IL)-1β, or lipopolysaccharide (LPS)-mediated suppression of IL-8 
expression by Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) in HT-29 cells. 
(A) HT-29 cells were pre-incubated with LGG (1×109 colony forming 
units [CFU]/well) for 1 hour before treatment with 20 ng/mL of 
TNF-α, 2 ng/mL of IL-1β, and 20 μg/mL of LPS. Supernatant were 
harvested for IL-8 ELISA. (B) HT-29 cells were pre-incubated with 
different concentration of LGG (1×107, 1×108, and 1×109 
CFU/mL) for 1 hour before treatment with 20 μg/mL of LPS. 
Supernatant were harvested for IL-8 ELISA. (C) Cells were harvested 
for RT-PCR analysis of IL-8 mRNA expression. GAPDH expression 
was used as control. The increases in the percentages of IL-8 mRNA 
expression were quantified by densitometric analysis. 
*p＜0.05, **p＜0.01 in Mann-Whitney U test.
1 mM DTT, 0.5% triton X-100과 protease inhibitors를 이
용하였고, 단백질 농도는 Bradford assay (Bio-Rad, Her-
cules, CA, USA)를 이용하였다. Western blot을 위해서 세
포 전체(50 μg), 세포질(40 μg)과 핵(10 μg) 용해물을 dena-
ture시킨 후에 sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide 
gels에 부과하고 polyvinylidene difluoride로 전이시켰다. 이
후에 tris-buffered saline with 0.05% Tween-20와 5% 무지
방 분유로 차단한 후에 anti-IκBα antibody (1：1,000; 
Santa Cruz Biotechnologies, Santa Cruz, CA, USA)와 an-
ti-NFκB antibody (1：1,000; Santa Cruz Biotechnologies)
를 처리하였다. 동량의 단백이 전개되었는지의 여부는 an-
ti-β-actin 항체(Sigma)를 통하여 확인하였다. 2차 항체 처리 
후 ECL-kit (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, USA)
를 이용해서 band를 검출하고 densitometry를 이용해 정량
화하였다.
8. 면역형광염색
HT-29 세포는 3% formaldehyde를 처리한 후에 3분간 상
온에 반응하고 acetone/methanol (50% v/v)를 이용해서 고
정하였다. 3% BSA를 포함한 PBS로 세포를 차단한 후에 an-
ti-NFκB antibody를 4oC에서 반응시켰다. 이후에 2차 항체
(anti-mouse FITC conjugated)와 4',6-diamidino-2-phenyl-
indole (DAPI)를 1시간 반응시킨 후에 confocal microscopy 
(TCSNT; Leica, Switzerland)을 이용해 관찰하였다.
9. 통계 분석
통계 분석은 SPSS version 16.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, 
USA)를 이용하였고, 모든 결과는 평균 표준편차로 표시하였
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Fig. 3. Attenuation of lipopolysaccharide (LPS)-mediated induction of 
TLR-4 expression by Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) in HT-29 
cells. HT-29 cells were pre-incubated with different concentration of 
LGG (1×107, 1×108, and 1×109 CFU/well) for 1 hour before 
treatment with 20 ng/mL of tumor necrosis factor (TNF)-α, 2 ng/mL 
of interleukin (IL)-1β, and 20 μg/mL of LPS. Cells were harvested for 
RT-PCR analysis of toll-like receptor 4 (TLR4) mRNA expression. 
GAPDH expression was used as control. The increases in the 
percentages of TLR4 mRNA expression were quantified by densi-
tometric analysis.
다. 두 군 간의 비교는 Mann-Whitney U test를 이용하였으
며, p값이 0.05 미만인 경우 유의하다고 평가하였다.
결    과
1. LGG가 HT-29 세포의 생존에 미치는 영향 
MTT assay를 이용하여 LGG의 처리농도 및 시간에 따른 
HT-29 세포생존의 변화여부를 분석하였다. 먼저 LGG의 처
리농도에 따른 영향을 파악하기 위해 105, 106, 107, 108, 109
과 109 CFU/mL의 농도로 4시간 배양한 경우에서도 뚜렷한 
세포생존의 변화는 없었다(Fig. 1A). LGG 처리시간에 따른 
영향을 파악하기 위하여 1×109 CFU/mL의 농도로 6-24시간 
배양한 후 세포생존을 조사하였으나 처리하지 않은 대조군에 
비하여 현저한 차이는 없었다(Fig. 1B).
2. LGG가 IL-1β, TNF-α, LPS에 의한 IL-8 생성에 미치는 
영향 
IL-1β, TNF-α와 LPS에 의한 IL-8 단백질 발현 변화에 
LGG의 전처치가 미치는 영향을 ELISA를 이용해서 분석하였
다. HT-29 세포에 IL-1β (2 ng/mL), TNF-α (20 ng/mL)와 
LPS (20 μg/mL) 각각을 4시간 동안 처리하였을 때 IL-8 단백
질 발현이 증가되었다(Fig. 2). 그러나 IL-1β, TNF-α, LPS 투
여 1시간 전에 LGG를 1×109 CFU/mL의 농도로 전처리할 
경우 IL-1β, TNF-α, LPS에 의한 IL-8 발현 증가가 감소되었
고, 이중 TNF-α, LPS에 의한 IL-8 상승은 통계적으로 의미있
게 억제되었다(Fig. 2A). 특히 LGG는 용량 의존적으로 LPS
에 의한 IL-8 단백질 상승을 억제하였고, 1×109 CFU/mL의 
농도에서는 통계적으로 의미있는 차이를 보였다(Fig. 2B). 
LGG는 LPS에 의한 IL-8 mRNA의 발현 증가도 억제하였다
(Fig. 2C). 
3. LGG가 IL-1β, TNF-α, LPS에 의한 TLR4 발현 변화에 미
치는 영향
IL-1β, TNF-α, LPS에 의한 TLR4의 발현 변화와 이에 대
한 LGG의 역할을 보기 위해서 TLR4 mRNA에 대한 정량적 
PCR을 하였다. HT-29세포에서 TNF-α는 TLR4의 발현을 변
화시키지 않았으나, LPS는 TLR4를 현저히 증가시켰다(Fig. 
3). 그리고 LGG를 농도별로 전처치하였을 때에는 LPS에 의
한 TLR4의 증가는 감소하였다. IL-1β도 TLR4를 증가시켰으
나 LPS에 비해서는 정도가 적었으며, LGG를 전처리하였을 
때에도 TLR4의 증가가 일부 감소함을 보였다. 
4. LGG가 LPS에 의한 NF-κB 발현 변화에 미치는 영향
NF-κB에 대한 LGG의 작용기전을 분석하기 위해서 NF-κB 
promoter assay, 핵과 세포질 분획에 대한 NF-κB/p65, IκBα
에 대한 Western blot과 NF-κB/p65에 대한 면역형광염색을 
하였다. LPS를 NF-κB promoter가 transfection된 SW480세
포에 처리하였을 때 NF-κB luciferase 활성도는 의미있게 증
가하였고, LGG를 전처치하면 감소하였다(Fig. 4A). HT-29 
세포를 LPS로 자극하였을 때에 핵 내의 뚜렷한 NF-κB/p65 
증가 소견을 보였다. 그러나 LGG를 전처치하였을 때에는 
LPS만 처리한 경우에 비해서 60분 이후의 시점에서 NF-κB/p65
의 핵내 증가소견이 감소되었고 IκB의 붕괴가 감소되었다
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Fig. 4. Effect of Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) on NF-κB transcriptional activation induced by lipopolysaccharide (LPS). (A) SW480 cells 
were cotransfected with an HIV-1 long-terminal repeat luciferase construct containing NF-κB binding sites and pCMV β-gal plasmid. pCMV β-gal 
served as a marker of transfection efficiency. Cotransfected cells were stimulated with LPS (20 μg/mL) with or without pretreatment of LGG 
(1×109 colony forming units [CFU]/mL), and NF-κB-dependent luciferase activity was measured 4 hours after stimulation. Data represent the 
mean with SEM and are expressed as fold increase over the media control cells. Results are expressed as means of triplicate determinations 
and are representative of three independent experiments. *p＜0.05 compared with LPS-stimulated cells without LGG. (B) HT-29 cells were 
lysed at different times (15, 30, 60 and 120 minutes) after LPS (20 μg/mL) stimulation with or without pretreatment of LGG (1×109 CFU/mL). 
Nuclear and cytoplasmic fractions were separately prepared for Western blot. Samples were resolved by SDS-PAGE and analyzed by Western 
blotting with anti-NFκB/p65, anti-IκBα antibody and an anti-β-actin antibody for control. (C) HT-29 cell were plated in 4-chamber slides, grown
to 70% confluence, and pre-treated with or without LGG (1×109 CFU/mL). LPS (20 μg/mL) was added to the medium and incubation continued 
for 4 hours. Fluorescein isothiocyanate (FITC) conjugated secondary antibody and 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) was used for 
immunofluorescence. DAPI staining served to visualize the nucleus (×500). These results are representative of three independent experiments.
(Fig. 4B). 면역형광염색으로 p65 NF-κB를 관찰하였을 때에 
LGG 처리는 LPS에 의한 p65 NF-κB의 핵과 세포질 분획간 
분포 변화를 억제하였다(Fig. 4C).
고    찰
프로바이오틱은 예로부터 사용되어 왔고 안전하다고 인식
되어 있기 때문에 여러 종류의 소화기질환에서 보조적 혹은 
대체적인 요법으로 각광을 받고 있다. 최근 들어서는 다양한 
형태로 상용화가 되었고 사용이 늘어나고 있는 추세이다. 여
러 프로바이오틱 중에서도 Lactobacillus는 전통적으로 발효
를 근간으로 하는 식품 산업 분야에서 사용되어 왔으며, 대표
적인 종류로는 Lactobacillus casei, L. bulgaricus와 L. 
acidophilus를 들 수가 있다.1 그러나 이러한 균주들은 사람
의 장내에서는 생존가능성이 낮아서 유익한 영향을 줄 수 없
는 것으로 알려져 있다. Gorbach16는 처음으로 건강한 사람
의 대변에서 다양한 종류의 Lactobacillus를 채취하여 사람의 
건강에 도움을 줄 수 있는 균주를 찾는 연구에 착수하였다. 
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그 연구의 결과로 위산에도 죽지 않고 인체의 장내에서도 생
존이 가능하며 독성균(pathogen)에 대한 치료효과를 보이는 
물질(antimicrobial substance)을 생산할 수 있는 LGG를 분
리하였다. 이후로부터 LGG는 여행자 설사, 소아 설사등의 질
환에 쓰이기 시작하였고 최근에는 염증성 장질환에도 시도되
어 임상적 효과가 보고되었으나, 그 기전에 대해서는 아직 알
려진 것이 적다.17
이번 연구에서는 LGG의 항염증 효과와 작용 기전을 알아
보기 위하여 IL-1β, TNF-α, LPS를 이용하여 HT-29 대장암 
세포주를 자극하고 염증반응 매개체인 IL-8의 발현을 분석한 
후에, LPS의 염증반응과 연관된 TLR4와 NF-κB의 경로를 분
석하였다. 연구 결과 LGG는 LPS로 유발된 IL-8 생성을 의미
있게 감소시켰다. Jones 등18도 비병원성 Salmonella는 IκBα
의 파괴를 막아서 2차적인 NF-κB의 핵 내로의 이동을 억제하
는 것을 보고하였다. 또한 같은 연구에서 비병원성 Salmonel-
la는 IκBα와 mitogen-activated protein kinase (MAPK)의 
인산화를 억제하지는 않았지만, Saccharomyces bouladiii는 
IκBα와 MAPK의 인산화를 억제하여 프로바이오틱 균주에 따
라서 다양한 작용기전이 있음을 보고하였다. 
이번 연구에서 LGG는 특히 LPS에 의한 염증반응에 대해 
의미있는 억제 효과를 보였다. LGG가 LPS에 의해서 유발된 
TLR4의 과발현을 의미있게 감쇄시키고 또한 LPS에 의한 
p65 NF-κB의 핵내로의 이동과 promoter 활성을 억제하며 
IκB 단백질의 인산화도 억제한다는 것을 확인하였다. 최근에 
나온 LGG의 기전에 관한 연구에서도 열가열로 불활성화한 
LGG도 TLR-4의 발현을 억제하였으며,19 Vibrio cholerae에 
의한 염증반응도 감쇄시켰다.20 LGG는 INF-γ, TNF-α에 의한 
염증반응과 세포 장벽기능저하(barrier dysfunction)를 역전
시켰고, 이에 NF-κB 경로가 중요한 역할을 하는 것으로 알려
졌다.21 또한 LGG는 TLR-4 이외의 다른 종류의 TLR-2, 9의 
발현도 조절할 수 있는 것으로 보고되었다.22 TLR4는 박테리
아의 LPS를 인식하는 pattern recognition receptors의 일종
으로 장상피세포에 존재한다. TLR4는 활성화를 위해서는 
MD-2, CD14와 LPS binding protein과 같은 보조적 물질이 
필요하다. 중요한 기능으로는 정상적으로 존재하는 세균에 대
해서는 면역 관용(tolerance)를 보이고 병원균에 대해서는 적
절한 면역반응을 하는 것이다.13
LGG가 장내 염증 반응의 조절에 있어 TLR4의 발현을 조
절할 수 있다는 것은 많은 점을 시사한다. 크론병과 궤양성 
대장염을 비롯한 염증성 장질환의 발병기전 중에서 장내 세균
에 대한 조절되지 않는 면역반응이 중요한 것으로 알려져 있
다.23 이는 장내 세균의 LPS에 대한 TLR4의 조절되지 않은 
반응으로 표현이 되는데, 실제 염증성 장질환 환자의 조직에
서 정상인에 비해서 증가된 TLR4가 보고되었다.24 이번 연구
에서 LGG는 특이적으로 LPS에 의한 TLR4의 과형성을 억제
하였으므로 LGG가 임상적으로 흔한 감염성 설사뿐만 아니라 
염증성 장질환에도 시도될 수 있다는 실험적 근거를 보여준
다. 이번 연구결과에서 장상피 세포에서 LGG의 항염증 효과
는 TLR4/ NF-κB pathway의 억제를 통하며, 이는 위장관에
서 장점막 세포와 유해한 박테리아 사이의 면역 조절에 있어
서 분자적 신호 전달 체계의 기초를 제공하리라 기대한다.
요    약
목적: Lactobacillus rhamnosus GG (LGG)는 설사를 비롯한 
다양한 소화기 질환에 이용되고 있는 프로바이오틱의 일종이
다. 그러나 임상적 유용성에도 불구하고, LGG의 작용 기전에 
대해서는 많이 알려져 있지 않다. 저자들은 대장암세포주에서 
LGG의 항염증 작용 기전을 알아보고자 하였다. 
대상 및 방법: 염증반응을 유발하기 위해서 대장암 세포주인 
HT-29 세포에 IL-1β (2 ng/mL), TNF-α (20 ng/mL)와 Lipo-
polysaccharide (LPS) (20 μg/mL)를 처리하였고, LGG 
(107-109 CFU/mL)를 농도별로 전처치한 후에 IL-8 mRNA와 단
백질 발현을 ELISA와 semi-quantitative PCR로 측정하였다. 
LGG의 작용기전을 알기 위해 TLR4에 대한 semi-quantita-
tive PCR을 시행하였고, NF-κB와 IκB에 대한 Western blot과 
NF-κB promoter에 대한 luciferase activity를 측정하였다. 
결과: LGG는 HT-29 세포의 생존에 영향을 미치지 않았다. 
HT-29 세포주에서 IL-1β, TNF-α와 LPS 처리는 IL-8 발현을 
증가시켰고, LGG를 전처리하였을 때 IL-8 발현증가는 감쇄
되었다. LPS에 의한 IL-8 mRNA와 단백질 발현 증가는 LGG 
전처치에 의해서 용량의존적으로 감소되었다(p＜0.05). IL-1β
와 TNF-α는 TLR4 mRNA 발현에 영향을 미치지 않았지만 
LPS는 TLR4 mRNA 발현을 증가시켰고, LGG를 처리하였을 
때에 TLR4 mRNA 발현 증가는 감소되었다. LGG 전처치는 
IκBα degradation을 감소시키고 핵 내로의 NF-κB/p65 이동
을 억제하는 기전을 통해서 LPS에 의한 NF-κB의 활성화를 
억제하였다. 
결론: LGG는 LPS에 의한 염증반응을 억제하였으며, 그 기전
은 TLR4/NF-κB 경로와 관련이 있다. 
색인단어: Lactobacillus rhamnosus; Lipopolysaccharide; 
NF-κB
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